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Das Phasenkontrastverfahren und seine Anwendungen in der Mikroskopie!). 
Von A. K6HLER und W. Loos, 


I. Das einfachste Hilfsmittel, den Kontrast des 
mikroskopischen Bildes ungefärbter Präparate zu 
steigern, besteht darin, die Kondensorblende des 
Mikroskops so weit zu schließen, als es mit der 
gleichzeitig abnehmenden Helligkeit vereinbar ist. 
Der Gewinn an Kontrast ist allerdings nicht sehr 
groß, in vielen Fällen sogar völlig unzureichend. 
Die Abnahme der Beleuchtungsapertur bewirkt 
zudem einen unerwünschten Verlust an Auflösungs- 
vermögen. Eine weitere Möglichkeit, den Kon- 
trast zu steigern, besteht in der Anwendung der 
schiefen Beleuchtung, durch die man unter Um- 
ständen Bilder mit einem merkwürdigen Relief- 
effekt erhält; sie scheinen plastisch zu sein und sind 
oft recht aufschlußreich. Diese Methode hat sich 
allerdings aus verschiedenen Gründen wenig ein- 
gebürgert und soll deshalb hier nur erwähnt 
werden. Wesentlich größere Bedeutung als die 
beiden vorstehend genannten Verfahren hat seit 
den wesentlichen Verbesserungen durch SIEDEN- 
TOPF und ZsIGMONDY (1) die Dunkelfeldmikro- 
skopie erlangt. 

Sie ist als Hilfsmittel der Forschung in der 
Kolloidchemie und der Bakteriologie nicht zu 
entbehren. Ohne auf das hier herrschende physi- 
kalische Prinzip näher einzugehen, sei nur gesagt, 
daß das Dunkelfeldmikroskop die bisher beste 
Kontraststeigerung der Bilder ungefärbter Prä- 
parate ergibt. Allerdings mit Einschränkungen. 
Die Kontraste werden oft umgekehrt wieder- 
gegeben: was den Gewohnheiten der Hellfeld- 
mikroskopie entsprechend dunkel erscheinen müßte, 
erscheint hier hell, und was man hell zu sehen 
erwartet, erscheint dunkel. Zweitens werden die 
Kontraste stark übertrieben: die Intensitäts- 
unterschiede im Bild entsprechen nicht der Größe 
der Brechungs- und Dickenunterschiede im Prä- 
parat. In den Fällen, in denen die Dunkelfeld- 
methode erfolgreich angewandt wird, ist diese 
Erscheinung zweifellos von Vorteil. Auf anderen 
Gebieten jedoch würden die übertriebenen Kon- 
traste zu einer gänzlich falschen Beurteilung des 
Gesehenen führen, so daß aus diesem Grunde das 
Verfahren versagt und auch keine Anwendung 
findet. Übrigens kann auch das Dunkelfeldbild 
nicht immer alles zeigen, was im Präparat z. B. an 
Dickenunterschieden vorhanden ist. 

In Fig. ı ist ein künstliches Präparat dar- 
gestellt. Ein Objektträger wurde durch vor- 
sichtiges Ätzen in ein Phasengitter?) umgewandelt, 
das in der Zeichnung im Querschnitt dargestellt ist. 


1) Aus dem Mikro-Laboratorium der Optischen 
Werke Carl Zeiss, Jena. 
2) Die Erklärung für dieses Wort folgt später. 


Nw. 1941. 


Das Gitter wurde unter einem Deckglas in Kanada- 
balsam eingeschlossen. Das Dunkelfeld kann nun 
nur die scharfen Kanten zeigen, weil dort das 
Licht abgebeugt wird [SIEDENTOPF (2)]. Es zeigt 
nicht, welches die Stege und Spalte sind, es zeigt 
auch nicht, ob die Brechzahl der Stege größer oder 
kleiner ist als die der Spalte. 

Die Figur zeigt, daß durch die Dunkelfeld- 
methode im wesentlichen nur die Kanten der 
Strukturen dargestellt werden, die eine höhere 
oder geringere Brechzahl oder auch Absorption 
als das Einschlußmedium haben. Das Phasen- 
kontrastverfahren von 
ZERNIKE (4, 5, 6, 7) ver- se 
meidet diese Nach- Ps 
teile. Es ist besonders 
fiir die kontrastreiche 
Darstellung ungefärb- ; 
ter mikroskopischer 
Präparate geeignet 
und soll im folgen- ; 
den näher beschrieben ; 
werden. 

Gefärbte und un- 


gefärbte mikroskopi- 
sche Präparate unter- . : f 
scheiden sich dadurch, Fig. 


Dunkelfeld. Darunter Quer- 


daß sich bei den ersten schnitt. Etwa 30:1. 


die Elemente durch 
ihre Lichtabsorption, bei den anderen durch ihre 
Lichtbrechung unterscheiden. Als Vertreter mikro- 
skopischer Präparate betrachten wir zunächst ein- 
mal einfache Beugungsgitter in Gestalt von feinen 
Spalten, die in gleichen Abständen im ersten Falle 
in eine dünne absorbierende Schicht (Fig. 3, Ia), 
im zweiten in eine farblose, vollkommen durch- 
lässige Schicht (Ib) eingerissen sind. Die Spalte 
der Gitter seien von einem durchsichtigen Ein- 
schlußmittel, das z. B. auch Luft sein könnte, 
vollkommen ausgefüllt. Durch diese Spalte tritt 
das Licht bei beiden unverändert hindurch. Die 
stehengebliebenen schmalen Streifen, die Stege, 
passiert es im ersten Fall — bei dem Absorptions- 
gitter — mit verminderter Intensität, im zweiten — 
bei dem Phasengitter — mit unveränderter Intensi- 
tät, aber veränderter Phase. Nehmen wir an, daß 
die Schicht eine höhere Brechzahl besitzt als das 
EinschluBmittel, so ist das durch die Stege ge- 
gangene Licht in seiner Phase verzögert. 

Die Wirkungsweise des Phasenkontrastverfah- 
rens läßt sich nun nicht verständlich machen, ohne 
näher auf die Eigenschaften einer Wellenbewegung 
und auf deren Darstellung durch ein Vektor- 
diagramm einzugehen. Da die Darstellung durch 
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ein solches Diagramm den Benutzern des Mikro- 
skops in der Regel nicht geläufig sein wird, ist zu- 
nächst eine Erklärung nötig. Als Ausgangspunkt 
wählen wir die bekannte Darstellung der Wellen- 
bewegung durch eine Wellenlinie oder Sinuskurve 
(Fig. 2, I). Die dickgezeichnete Wellenlinie stellt 
ein Stück einer fortschreitenden Welle zu einem 
bestimmten Zeitpunkt dar. Es umfaßt, wenn wir 
das anschauliche Bild einer Wasserwelle betrach- 


Ib % 


Fig. 2. I. Darstellung zweier Wellen von gleicher 
Wellenlänge, aber verschiedenen Amplituden @ und a 
und verschiedenen Phasen. @ ist um !/, einer Schwin- 
gung verzögert. Der Maßstab ist unten nach Bruch- 
teilen einer Wellenlänge beziffert. Oben sind die Ver- 
zögerungen, die den Gangunterschieden von !/,, !/s und 
14 entsprechen, in Bogengraden angegeben. 
IIa, Darstellung derselben beiden Wellen durch das 
Vektordiagramm. Die Länge des Vektors bedeutet 
die Amplitude der Schwingung, der Winkel zwischen 
zwei Vektoren den Phasenunterschied. 
IIb. Eine ganze Schwingung eines Teilchens der 
Welle a. Die Kreise bedeuten die Orte des Teilchens 
zu Beginn (o) der Bewegung und nach Ablauf von 
2g, 8/g, 2/2 usw. Schwingungen. 
ten, einen ,,Wellenberg‘‘ und ein ,,Wellental‘‘, die 
zusammen eine ‚Wellenlänge‘ darstellen. Eine 
solche Welle entsteht z. B. dadurch, daß die Teil- 
chen sich regelmäßig auf und ab bewegen, ähnlich 
wie das Pendel der Uhr sich von rechts nach links 
bewegt. Schreitet die Welle in der Richtung des 
Pfeils fort, so beginnt jedes folgende Teilchen 
seine Bewegung, seine Schwingung, etwas später 
als das vorhergehende. Ist das Teilchen bei o (IIb) 
aus der gezeichneten Ruhelage um die Strecke a 
nach oben gegangen (!/,), dann in die Ruhelage 
zurückgekehrt (!/,), von dieser um dieselbe 
Strecke «a nach unten gegangen (?/,) und zum 
zweitenmal in die Ruhelage (o) gelangt, so hat es 
eine ganze Schwingung vollendet und beginnt 
die folgende. Während dieser Dauer einer ganzen 
Schwingung eines Teilchens ist die Welle um eine 
ganze Wellenlänge fortgeschritten, auch das Teil- 
chen bei ı beginnt nun von der Ruhelage aus- 
gehend eine Schwingung; o und ı befinden sich 
von nun an in jedem Moment in gleichem Schwin- 


gungszustand. Man sagt, sie befinden sich in 
gleicher Schwingungsphase, und das gilt allgemein 
für beliebige Teilchen, deren Abstand gleich einer 
Wellenlänge oder einer ganzen Anzahl von Wellen- 
längen ist. Der größte Ausschlag a stellt die 
Schwingungsweite oder die Amplitude dar. 

Die dünn gezeichnete Wellenlinie stellt eine 
andere Welle von gleicher Wellenlänge dar. Ihre 
Amplitude @ ist kleiner, nur halb so groß wie a. 
Außerdem aber ist sie gegen die erste Welle ver- 
schoben. Wenn das Teilchen der Wellea, das 
bei o liegt, eine ganze Schwingung vollendet und 
von unten kommend gerade die Ruhelage erreicht 
hat, dann muß das senkrecht darunter befindliche 
Teilchen der Welle ä@ noch ein Stück steigen, es 
braucht also noch eine gewisse Zeit, um ebenfalls 
die Ruhelage zu erreichen. Diese Wellenbewegung 4 
ist also gegen die erste von a verzögert, und zwar 
in dem dargestellten Beispiel um !/, der Dauer einer 
ganzen Schwingung. Denn die Zeit, die die mit 
gleichmäßiger Geschwindigkeit fortschreitende Wel- 
lenbewegung braucht, um eine Wellenlänge von 
o bis ı zu durchlaufen, ist ja eine ganze Schwin- 
gungsdauer. Man sagt, beide Wellenbewegungen 
haben einen Phasenunterschied, der in Bruchteilen 
der Schwingungsdauer ausgedrückt werden kann. 
Treffen zwei solche Wellenbewegungen zusammen, 
so entsteht eine neue Wellenbewegung. Ihre 
Wellenlänge ist die gleiche, aber ihre Amplitude 
und Phase ist im allgemeinen verschieden von den 
Amplituden und Phasen der beiden Wellen- 
bewegungen, der Komponenten, aus denen sie 
sich zusammensetzt. Man kann diese neue Welle, 
die Resultante, mit Hilfe der Fig. 2, I, konstru- 
ieren. Einfacher und bequemer ist aber für diesen 
Zweck die Darstellung durch das obengenannte 
Vektordiagramm. Es stellt vor allem nur die 
Schwingung eines einzelnen Teilchens dar, und 
zwar wählt man nicht eine gewöhnliche Pendel- 
schwingung, bei der die Bahn des Teilchens als 
gerade Linie angesehen werden kann, sondern die 
Schwingung eines sog. konischen Pendels. Eine 
solche läßt sich leicht mit einem Pendel erzeugen, 
das aus einem an einem Faden hängenden Gewicht 
besteht. Das Gewicht durchläuft bei dieser Art 
Schwingung mit gleichförmiger Geschwindigkeit 
einen Kreis, der Faden beschreibt den Mantel eines 
Kegels. Der Halbmesser des Kreises mißt die 
Amplitude. Zwischen den Bahnen eines ebenen 
und eines konischen Pendels von gleicher Ampli- 
tude und Schwingungsdauer besteht eine sehr ein- 
fache Beziehung: die Bahn des ebenen Pendels 
ist ein Durchmesser der Kreisbahn des konischen, 
und das Gewicht des ebenen Pendels fällt in jedem 
Moment mit der Projektion des Gewichts des 
konischen Pendels zusammen (IIa und b). 

Für unsere Betrachtungen hat das konische 
Pendel den großen Vorteil, daß die Geschwindig- 
keit des Pendelgewichts während einer vollen 
S-uwingung unverändert bleibt, während es bei 
dem ebenen Pendel zwischen Null — an den beiden 
Enden der Bahn — und einem Maximum — bei 
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Fig. 3. Ja. Querschnitt durch ein Amplitudengitter, 
darüber der Lichtvektor über einem Spalt (links) und 
über einem Steg (rechts). 

Ib. Querschnitt durch ein Phasengitter, darüber der 
Lichtvektor über einem Spalt (links) und über einem 
Steg (rechts). 

Ic. Beugungsspektrum eines Amplituden- oder Phasen- 
gitters; das Maximum 0 in zwei Komponenten zerlegt, 
von denen die eine etwas nach oben verschoben ist, 
um beide getrennt darzustellen. P 90° Phasenplatte, 
welche die Phase über dem Maximum 0 um 90° ver- 
ändert. 

IIa, Die Vektoren von Ia in zwei Komponenten zer- 
legt, deren größere gleich dem Vektor über dem 
Spalt ist. 

IIb, Die Vektoren von Ib ebenso zerlegt. 
IIIa und IIIb. Die größeren Komponenten für sich 
allein, darunter ein Schnitt durch die Platte, welche 
die durch diese Vektoren gekennzeichnete Licht- 
verteilung erzeugt. 

IIIc. Das nur aus dem unveränderten Bild der Licht- 
quelle, dem Maximum 0, bestehende Beugungsspektrum 
einer solchen Platte. 

IVa. Die kleinere, nur über den Stegen des wirklichen 
Amplitudengitters vorhandene, um 180° in der Phase 
verzögerte Komponente; darunter ein Schnitt durch 
ein Amplitudengitter und eine Phasenplatte P 180°, 
welche zusammen die durch den kleineren Vektor 
gekennzeichnete Lichtverteilung erzeugen. 

IVb. Die gleiche Darstellung der kleineren Kom- 
ponente des Phasengitters, und darunter der Schnitt 
durch das entsprechende Amplitudengitter nebst 
Phasenplatte P90°. Zu beachten ist, daß sich Fig. IVa 
und 5 nur durch die Phasenplatte unterscheiden. 
IVe. Das von diesem Amplutidengitter und den 
Phasenplatten erzeugte Beugungsspektrum. Durch den 
dunklen Ton ist die geringe Intensität der Maxima 

angedeutet. 

Vb. Die Vektoren von IIIb durch die Phasenplatte 

P 90° (Ic) um 90° verzögert. 
VIb. Die über den Stegen und Spalten des Phasen- 
gitters (Ib) unter dem Einfluß der Phasenplatte P 90° 
auftretenden Lichtvektoren, die die Resultanten der 
in IVb und Vb einzeln dargestellten Vektoren sind. 
Darunter das diesen Vektoren entsprechende Ampli- 
tudengitter; negativer Phasenkontrast. 
VIIb. Die entsprechende Darstellung des positiven 
Phasenkontrasts. 


beiden Durchgängen durch die Ruhelage — 
schwankt. 

Fig. 2, IIa, zeigt nun das Vektordiagramm der 
beiden in I als Wellenlinien dargestellten Wellen- 
bewegungen. Der lange Pfeil stellt die Amplitude a 
der einen Welle dar, der kurze die Amplitude 4 
der anderen. Der Winkel zwischen beiden aber 
zeigt den Phasenunterschied. Da der ganze Kreis- 
umfang, 360°, während einer Schwingungsdauer 
mit gleicher Geschwindigkeit durchlaufen wird, 
erscheint hier ein Phasenunterschied von !/, Schwin- 
gungsdauer als ein Winkel von 360°/8 = 45°, 
und wir haben nur noch festzusetzen, daß eine 
Drehung gegen den Uhrzeiger eine Verzögerung 
bedeuten soll: das Vektordiagramm enthält dann 
alles, was wir über die beiden Wellenbewegungen 
wissen müssen. 

In der Fig. 3, Ia und Ib, ist nun oberhalb der 
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Fig. 3. Erklärungen 
nebenstehend. 


Spalte und Stege die durchgetretene Lichtbewe- 
gung durch ein solches Vektordiagramm dar- 
gestellt. Es ist aber nicht der volle Kreis gezeich- 
net, sondern nur ein Bogen, der die Phasendifferenz 
angibt. 

Beim Amplitudengitter sind die Phasen gleich, 
die Vektoren also gleichgerichtet, aber ihre Längen 
verschieden: durch die Spalte tritt das Licht mit 
unveränderter, durch die Stege mit verminderter 
Amplitude (Ia). 

Beim Phasengitter verhält es sich anders. Die 
Vektoren haben gleiche Länge, da sich die Am- 
plitude nicht ändert, aber die Phase ist verschieden. 
Wie die höhere Brechzahl der Stege das bewirkt, 
wird später besprochen werden, vorläufig nehmen 
wir nur die Tatsache zur Kenntnis. Die Ver- 
zögerung soll nur klein sein, der Winkel, den die 
Richtungen der beiden Vektoren miteinander bil- 
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den, also ebenfalls; in der Figur ist er der Deut- 
lichkeit halber zu groß gezeichnet. 

Ein solches Vektordiagramm kann nun nicht 
nur dazu dienen, die Amplitude und Phase einer 
aus zwei verschiedenen Wellenbewegungen zu- 
sammengesetzten Wellenbewegung zu ermitteln; 
eine gegebene Wellenbewegung kann auch in 
zwei — oder auch mehr — Wellenbewegungen 
zerlegt werden. Beide Operationen ermöglicht eine 
einfache Konstruktion, die vollkommen mit der 
des bekannten Parallelogramms der Kräfte über- 
einstimmt. Nach ZERNIKE zerlegen wir nun die 
Vektoren der Lichtbewegung über den Stegen in 
2 Komponenten, von denen die eine in Amplitude 
und Phase genau mit dem Vektor über den Spalten 
der beiden Gitter übereinstimmt. Der Vektor 
über den Spalten wird also überhaupt nicht zer- 
legt, oder der Vektor selbst ist, wenn wir wollen, 
die eine Komponente, die andere ist Null und hat 
natürlich weder eine bestimmte Amplitude noch 
Phase. Das gilt selbstverständlich für beide 
Gitter (IIa und b). Der Vektor über den Stegen 
verhält sich bei beiden Arten von Gittern ver- 
schieden. Bei dem Phasengitter (IIb) ergibt sich 
außer der großen Komponente, die gleich dem 
Vektor über den Spalten ist, eine kleine Kom- 
ponente. Der Vektor, der sie darstellt, ist um so 
kleiner, und der Phasenwinkel, den er mit dem 
Vektor der großen Komponente bildet, nähert sich 
90° um so mehr, je kleiner die Verzögerung war, 
die die Gitterstege verursachen. 

Beim Amplitudengitter (IIa) ist die Sache sehr 
einfach, die kleine Komponente wird durch einen 
Vektor dargestellt, der gleich der Differenz des 
Vektors iiber den Stegen und des Vektors iiber 
den Spalten ist, und seine Richtung ist gerade ent- 
gegengesetzt: der Phasenwinkel ist 180°. 

In Fig. 3, JJZa und 6, sind nun noch einmal 
die groBen, gleichen Vektoren fiir sich allein, und 
in IVa und 6 die kleinen Vektoren fiir sich allein 
dargestellt. 

Zunächst betrachten wir IIIa und b. Die nach 
Phase und Amplitude gleichen Vektoren über den 
Stegen und über den Spalten zeigen an, daß in der 
Objektebene am Ort der Stege weder Absorption 
noch Verzögerung eintreten, daß also in dieser 
Ebene überhaupt keine Beugung des Lichts auf- 
treten kann: beide Arten von Gittern verhalten 
sich bezüglich dieser Komponenten vollkommen 
gleich. An die Stelle, wo in Ja, b und IIa, b das 
Gitter mit einer Planplatte als Träger eingezeich- 
net war, ist nur die einheitliche Planplatte, der 
Träger ohne Gitter, gezeichnet, die ja überall das 
Licht mit gleicher Phase und Amplitude durch- 
läßt. In IVa und 6 finden wir über den Stegen 
die kleinen Vektoren, über den Spalten aber sind 
die Vektoren Null, wie wir schon oben festgestellt 
haben; denn alles hindurchtretende Licht wird ja 
durch die entsprechenden Vektoren in IIIa und b 
dargestellt. Diese Lichtverteilung würde ein Gitter 
hervorrufen, dessen ‚Stege‘ und ‚Spalte‘ in ihrer 
Breite und ihrem Abstand genau mit denen des 


tatsächlich vorhandenen Gitters übereinstimmten. 
An der Stelle der Spalte dürfte aber absolut kein 
Licht durchgehen, und an der Stelle der Stege 
müßte eine starke Absorption des Lichts auftreten. 
Außerdem müßte hier, in JV a, die Phase um 180°, 
in IVb um 90° verzögert werden. Man könnte ein 
solches Gitter zusammensetzen aus einem reinen 
Amplitudengitter, dessen Stege vollkommen un- 
durchlässig sind und dessen Spalte noch stark 
absorbieren. Die Stege dieses Gitters müßten am 
Ort der Spalte des wirklich vorhandenen Gitters 
liegen, die Spalte aber die Stelle der wirklich vor- 
handenen Stege einnehmen. Ein solches Gitter 
ist in JVa und b unterhalb des Vektordiagramms 
eingezeichnet. Man müßte aber außerdem eine 
„Phasenplatte‘“ zufügen, eine vollkommen durch- 
sichtige Platte, die — beim Amplitudengittter — 
die Phase um 180° (IVa, P 180°) und — beim 
Phasengitter — die Phase um 90° (IVb, P 90°) 
verzögert. Denken wir uns das Bild der Platten in 
IIIa und b und das Bild des dunklen Amplituden- 
gitters in IVa und b unter gewissen Voraus- 
setzungen, auf die wir hier nicht näher eingehen 
können, aufeinanderprojiziert, so müßte sich das 
Gesamtbild als Amplitudengitter oder als Phasen- 
gitter ausweisen, je nachdem vor das dunkle 
Amplitudengitter eine Phasenplatte P 180° oder 
P 90° eingeschaltet würde: diese Phasenplatte ist 
der einzige Unterschied zwischen beiden Anord- 
nungen. 

Wäre es möglich, bei dem Amplitudengitter die 
Phasen der beiden großen Vektoren über den 
Stegen und Spalten oder die Phase des kleinen 
Vektors über den Stegen um 90° zu verändern, so 
müßte sich das Bild des Amplitudengitters in das 
eines Phasengitters verwandeln und umgekehrt. 
Der letzte Fall ist der wichtigere: die unsichtbaren 
Stege und Spalte des Phasengitters würden dann 
durch verschiedene Helligkeit sichtbar werden. 

Wie ZERNIKE gezeigt hat, ist das auch tatsäch- 
lich möglich. Um das einzusehen, müssen wir die 
Lichtverteilung in der Austrittspupille des Ob- 
jektivs, welches das Gitter abbildet, betrachten. 
Es entsteht dort — bei dem Phasengitter wie bei 
dem Amplitudengitter — ein FRAUNHOFERSches 
Beugungsspektrum, das, wenn wir direkt mit der 
Lichtquelle beleuchten, sith zusammensetzt aus 
einem farblosen direkten Bilde der Lichtquelle, 
dem Maximum 0, und den farbig gesäumten 
Nebenbildern, den Maximis +1 +2... +m (wie 
Fig. 3, IVC). Dieses Beugungsspektrum muß 
natürlich als Komponenten die Beugungsspektren 
enthalten, welche die Planplatte (IIIa und b) 
und das dunkle Amplitudengitter mit der Phasen- 
platte (IV a und b), jedes für sich, erzeugen würden. 
Eine Planplatte erzeugt aber kein Beugungsspek- 
trum, oder es ist, besser gesagt, reduziert auf das 
Maximum (0, das farblose, nicht abgelenkte Bild 
der Lichtquelle (IIIc). Ein Amplitudengitter mit 
der Phasenplatte aber erzeugt ein FRAUNHOFER- 
sches Beugungsspektrum, das aus den Maximis 
04+-1+2...-+m besteht (IVc). Um anzu- 
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deuten, daß dieses Beugungsspektrum im ganzen 
lichtschwach ist — selbst die durchsichtigen 
Stellen sollen ja nur wenig Licht hindurchlassen —, 
sind alle Maxima schraffiert. Die beiden Beu- 
gungsspektren sind in dem obengenannten, vom 
ursprünglichen Gitter erzeugten Spektrum über- 
einandergelagert, so daß sich die Maxima 0 beider 
decken. In Je sind sie der Deutlichkeit halber 
etwas voneinander getrennt gezeichnet. 

Man bringt nun am Ort des Beugungsspektrums 
ein Phasenplättchen P 90° (Ic) an, das nur das 
Maximum 0 bedeckt; es erteilt dem Licht, das 
durch dieses hindurchgeht, eine Verzögerung von 
90°, läßt dagegen das Licht, welches durch die 
Maxima +1-+2...-+m hindurchgeht, vollkom- 
men unverändert. 

Da nun alles Licht, welches durch die Vek- 
toren (Fig. 3, ZIIb) dargestellt wird, durch das 
Maximum 0 hindurchgeht, werden diese Vektoren 
in ihrer Phase um 90° verzögert, sie werden gegen 
den Uhrzeiger um 90° gedreht und fallen fast in die 
Richtung der kleinen Komponente (Vb). Über den 
Spalten bleibt der um 90° gedrehte Vektor un- 
verändert (VIb, links), über den Stegen tritt noch 
der kleine Vektor hinzu (VIb, rechts). VIb zeigt 
auch die Konstruktion der Resultanten aus den 
Vektoren über den Stegen und Spalten: sie haben 
fast gleiche Phase, aber verschiedene Länge, wie 
bei dem Amplitudengitter, und das Bild muß also 
ein solches darstellen. Die Stege erscheinen heller 
als die Spalte, wie durch die Schaffierung links 
angedeutet ist. 

VIIb zeigt, daß der umgekehrte Erfolg ein- 
tritt, wenn die Phasenplatte P 90° das Maximum 0 
‘um 90° beschleunigt oder die Maxima + 1 +2... +m 
um 90° verzögert, denn es kommt ja nur auf 
Phasenunterschiede an: die Stege erscheinen 
dann dunkler, und diesen Kontrast wird man im 
allgemeinen vorziehen. Er ist durch die Schraffie- 
rung rechts angedeutet. 

Bei weiteren Versuchen machte der eine von 
uns (L.) folgende interessante Beobachtung. Er 
versah den Kondensor nicht mit der normalen 
Ringblende — bei der also die Offnung der Blende 
genau auf das Phasenplättchen in der Austritts- 
pupille des Objektivs abgebildet wird —, sondern 
mit einer Blende, die an den Stellen undurchsichtig 
ist, wo die normale Blende durchsichtig ist und 
umgekehrt. Sie stellt also das Negativ der normalen 
Blende dar. Der Kürze halber mag die normale 
als „positive Blende‘ und diese neue als ,,negative 
Blende‘ bezeichnet werden. 

Liefert dann das Phasenkontrastverfahren mit 
der normalen „positiven Blende“ ein Bild mit posi- 
tivem Phasenkontrast, so liefert die ‚‚negative 
Blende‘ ein Bild mit deutlich negativem Phasen- 
kontrast und umgekehrt (Fig. 11e und f). Das 
wird auf Grund von 3 Tatsachen verständlich: 

I. Bei weitem Beleuchtungskegel zeigt das 
Bild eines Phasengitters — unter den oben näher 
gekennzeichneten Voraussetzungen — eine gleich- 
mäßig erhellte Fläche. 
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2. Die „positive‘‘ Blende erzeugt dagegen eine 
bestimmte der Struktur des Objekts entsprechende 
Abstufung der Helligkeit. 

3. Nach ABBE kann man sich die unter 1. vor- 
ausgesetzte weite Blende beliebig in kleinere Teile 
zerlegt denken, von denen ein jeder ein „Teil- 
bild‘ erzeugt. Das Gesamtbild entsteht dann da- 
durch, daß diese Teilbilder — bei scharfer Ein- 
stellung — sich vollkommen decken, und daß 
sich dabei Punkt für Punkt einfach die Hellig- 
keiten der Einzelbilder summieren. Eine Inter- 
ferenz tritt nicht auf. 

Man kann sich daher auch die weite Blende in 
2 Teile zerlegt denken, von denen der eine der 
lichten Öffnung der ‚positiven‘, der andere der- 
jenigen der ,,negativen‘‘ Blende entspricht. Die 
von jedem einzelnen dieser Blendenteile erzeugten 
Teilbilder des Objekts müssen sich nach 3. zu dem 
von der weiten Blende erzeugten Gesamtbild — 
also nach ı. zu einer gleichmäßig erhellten Fläche — 
summieren. 

Das ist aber nur möglich, wenn die Hellig- 
keiten überall an korrespondierenden Stellen der 
beiden Teilbilder die gleiche Summe ergeben: d. h. 
wenn sich die durch eine ,,positive‘’ und eine 
„negative‘‘ Blende erzeugten Bilder kurz gesagt 
verhalten wie das Positiv zu dem zugehörigen 
Negativ. 

Die oben gegebene allgemeine Ableitung 
des Verfahrens ist aber nicht ganz streng, 
denn es wurde z. B. der Umstand vernachlässigt, 
daß das Phasenplättchen auch das allerdings 
schwache Licht des Maximums 0 des Beugungs- 
spektrums, das dem dunklen Amplitudengitter 
angehört, um 90° verzögert oder beschleunigt (Ic). 
Davon können wir aber hier, wo es nur auf eine 
möglichst einfache und übersichtliche Darstellung 
ankommt, absehen. Wir haben ja auch bei dem 
Phasengitter die Abweichung des Phasenwinkels 
von 90° vernachlässigt. Dem Sinne nach ergibt 
die vereinfachte Darstellung den Kontrast jeden- 
falls richtig, wenn auch quantitativ nicht ganz 
zutreffend. 

Ein Fehler besteht darin, daß sich die Summe 
der Vektoren über den Stegen und den Spalten 
je nachdem größer (VIb) oder kleiner (VIIb) 
ergibt, als sie tatsächlich (nach Ib) sein kann. 
Unerklärlicherweise erscheint also die Intensität 
des vom Gitter durchgelassenen Lichtes im ersten 
Falle, den ZERNIKE als ‚negativen Phasenkon- 
trast‘‘ bezeichnet, im ganzen erhöht, im zweiten, 
bei dem ‚positiven Phasenkontrast‘‘, im ganzen 
vermindert. ZERNIKE (7) hat aber gezeigt, daß 
dieser Unterschied nicht besteht; der Phasen- 
kontrast beruht nur darauf, daß die im ganzen 
gleichbleibende Intensität ungleich über die Fläche 
des Bildes verteilt wird, entsprechend der un- 
gleichen Verteilung der Phasenverzögerung über 
die Fläche des Objekts (s. auch Fig. 7). Der ge- 
ringe Phasenunterschied zwischen den Vektoren 
über den Stegen und den Vektoren über den Spalten 
hat nichts Wesentliches zu bedeuten. Die Mehr- 
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zahl der mikroskopischen Präparate, die absor- 
bierende Elemente enthalten, sind überhaupt 
keine reinen Amplitudengitter, denn die absor- 
bierenden Stoffe haben in der Regel auch Brech- 
zahlen, die von denen der Umgebung abweichen: 
der ihnen entsprechende Vektor weist daher außer 
der Verkürzung fast stets auch noch eine Phasen- 
änderung auf. 

Zum Schlusse sei noch darauf hingewiesen, daß 
es vorteilhaft sein kann, wenn das Phasenplättchen 
außer der Phasenänderung eine gewisse Ab- 
sorption hervorruft, dadurch kann der Kontrast 
noch weiter erhöht werden. Diese Steigerung des 
Kontrastes durch partielle Absorption des im 
Maximum 0 enthaltenen Lichts hat schon vor 
Jahren BRATUSCHEK (3) untersucht. Wie diese 
Erhöhung des Kontrastes zustande kommt, ist 
ebenfalls mit Hilfe eines Vektordiagramms leicht 
zu übersehen. Wir denken uns das von jedem 
Maximum des Beugungsspektrums ausgehende 
Licht durch einen Vektor dargestellt. Wir können 


Fig. 4. Konstruktion des 

Phasenunterschieds zwischen 

einem Strahl, der durch eine 

planparallele Platte von der 

Dicke d und der Brechzahl n 

gegangen ist, undeinem Strahl, 

H ' der nur das Einschlußmittel 

' von der Brechzahl n, durch- 

Pk läuft. A, die Wellenlänge im 
7 a leeren Raum oder in einem 
: ' Mittel von der Brechzahl 1. 

Der Gangunterschied ist 
i 1/, Wellenlänge, der Phasen- 
unterschied 360°/2 oder 180°, 


dann aus den Vektoren der Maxima +- 1 +-2..--m 
eine Resultante bilden und mit Hilfe dieser Resul- 
tante und des Vektors, der das vom Maximum 0 
kommende Licht darstellt, an jedem Punkte des 
Bildes die Helligkeit feststellen. Sicherlich wird 
der größte mögliche Kontrast dann auftreten, 
wenn die Intensität an einzelnen Punkten auf Null 
sinkt, d. h. wenn beide Vektoren an diesen Stellen 
gleiche Amplitude und einen Phasenunterschied 
von 180° aufweisen. Ist jedoch die Amplitude des 
Vektors o größer als die Amplitude der Resultante, 
dann muß ein Überschuß von Helligkeit übrig- 
bleiben, der sich — weil er ja allein von dem 
Maximum 0 herstammt — gleichmäßig über das 
ganze Bild verteilt: wie ein Schleier wird er den 
Kontrast vermindern. Besitzt das Phasenplättchen 
(P 90°, Ic) jedoch ein passendes Absorptions- 
vermögen, dann kann natürlich dieser ‚Schleier‘ 
vermindert oder beseitigt werden. 

Zur Erklärung der Phasendifferenz zwischen 
dem Licht, das eine Schicht von der Brechzahl n 
und der Dicke d durchsetzt hat, und dem Licht, 
das außerhalb dieser Schicht durch ein Einschluß- 
mittel von der Brechzahl n, hindurchgegangen ist, 
sei folgendes gesagt: 


| Die Natur- 
(wissenschaften 

Die Anzahl der Wellenlangen, welche bei senk- 
rechtem Lichtdurchtritt innerhalb einer Platte von 
der Dicke d liegen, ist (Fig. 4) 


ı=- 
> 

wo A die Wellenlänge in einem Mittel von der Brech- 

zahl nist. Ist die Wellenlänge im Vakuum 4p, so ist 


n 
und 


x ist zugleich auch die Zahl der Schwingungen, die 
innerhalb der Platte erfolgen. In der gleich 
dicken Schicht des Einschlußmittels ist die Zahl 
der Wellenlängen und Schwingungen 2, 


d-n, 

Zwischen dem Licht, das durch die Platte hin- 
durch, und dem, das neben ihr vorbeigegangen ist, 
ist daher der Unterschied in der Zahl der Schwin- 
gungen auf der gleichen Strecke d 


d-n den, 


ho do 
Ist also bei einem Gitter, wie in Fig. 2, Ib, die 
Brechzahl der Stege n, die Dicke der Schicht d 
und die Brechzahl des Einschlußmittels, das die 
Spalte erfüllt, n,, so ist der Unterschied der 
Schwingungen ebenfalls 


40 
der Phasenwinkel Ap aber ist, in Bogengraden, 
Ag = Ax 360° = 360° (n— N) 


Ist diese Phasendifferenz 90° oder !/, Schwingung, 
dann ist 


d 
-=—(n—n 
4 
und die erforderliche Dicke der Platte 
ho 
d = 
4 (n Ne) 


So einfach wie bei einem Gitter liegen aber die 
Verhältnisse bei mikroskopischen Präparaten im 
allgemeinen nicht, insbesondere fehlt die scharfe 
Grenze zwischen einem Maximum 0 und dem ab- 
gebeugten Licht: sie wäre — theoretisch — nur 
vorhanden bei Beleuchtung mit streng parallelem 
Licht, d. i. mit einer sehr kleinen Lichtquelle in 
sehr großer Entfernung von dem Objekt. 


II. Im vorhergehenden wurde die Lichtquelle 
als rund und mithin ihr Bild in der Austritts- 
pupille des Objektivs als runde Scheibe angenom- 
men. Um von den verschiedenen möglichen Licht- 
quellen unabhängig zu sein, ersetzen wir sie durch 
die Blende des Mikroskopkondensors. Sie wird 
gleichmäßig vom Licht erfüllt und ins Unendliche 
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abgebildet, falls sie sich in der vorderen Brennebene 
des Kondensors befindet. Durch das Objektiv 
wird die Blende dann wieder reell in dessen stell- 
vertretende Austrittspupille abgebildet. 

Es wird nun gefordert, daß allein das Licht 
des Maximums 0 durch Einschalten des Phasen- 
plättchens in seiner Phase geändert werde. Das 
stößt auf. Schwierigkeiten, solange die Maxima 


Fläche 


WH 


Mittelpunktsabstand 


Fig. 5. Abhängigkeit der überdeckten Fläche zweier 
gleicher Kreise vom Abstand ihrer Mittelpunkte. 


volle runde Scheiben sind. Die seitlichen Maxima 
des Beugungsspektrums sind nämlich nur dann 
vom Maximum 0 wirklich getrennt, wenn es selbst 
sowohl als auch die Gitterkonstante des mikro- 
skopischen Präparats genügend klein ist. Andern- 
falls oder bei unregelmäßigen Strukturen, wie sie 
die Mehrzahl der gewöhnlichen Präparate auf- 
weisen, überdecken die seitlichen Maxima das 
Maximum 0 zum Teil, so daß es nicht möglich ist, 


CO 


Flöche 


Mittelpunktsabstano! 


Fig. 6. Abhängigkeit der überdeckten Fläche zweier 
gleicher Ringe vom Abstand ihrer Mittelpunkte. 


allein das Licht dieses Maximums in seiner Phase 
zu beeinflussen, was für das Zustandekommen 
des Effekts aber unbedingt nötig ist. In Fig. 5 ist 
die Abhängigkeit der vom Maximum 0 und / ge- 
meinsam bedeckten Fläche vom Mittelpunkts- 
abstand der beiden Kreise als Kurve dargestellt. 
Wesentlich günstiger liegen die Verhältnisse, wenn 
man den Maximis statt der Form einer Scheibe 
diejenige eines Kreisringes gibt (Fig.6). Man 
braucht dazu nur die Irisblende des Kondensors 
durch eine kreisringförmige Blende zu ersetzen. 
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Die Kurve der Abhängigkeit zwischen Abstand 
und gemeinsam bedeckter Fläche verläuft dann 
wesentlich steiler, d. h. schon bei verhältnismäßig 
geringem Abstand sind die Maxima 0 und 1 fast 
völlig getrennt!). Abgesehen von der leichteren 
technischen Ausführbarkeit ist der Kreisring auch 
noch aus einem anderen Grunde für den vorliegen- 
den Zweck günstiger, als z. B. eine durch gerade 
Linien begrenzte Figur. Natürlich spielt auch die 
Breite des Ringes und sein Durchmesser eine 
Rolle. Für beides gibt es ein Optimum. 

Bei der Besprechung der Grundlagen des Ver- 
fahrens wurde nämlich bereits gesagt, daß sich 
die Intensität ungleichmäßig über das Bild ver- 
teilt. Das kann leicht bewiesen werden, wenn 
man die Kondensorblende beispielsweise schlitz- 
förmig ausbildet. An dem mikroskopischen Bilde 
eines Präparates, das hauptsächlich aus gleich 
großen Teilchen mit einer Brechzahl ähnlich der 
des umgebenden Mediums besteht, kann diese 
Erscheinung besonders gut beobachtet werden 
(Fig. 7). Jedes Teilchen 
hat nach entgegenge- 
setzten Seiten bei nega- 
tivem Kontrast helle, 
bei positivem dunkle 
Schwänze, deren Rich- 
tung senkrecht zur 
Richtung der ebenfalls 
schlitzformigen DBeu- 
gungsmaxima liegt. Die 
Helligkeit bzw. Dunkel- 
heit der Schwänze ist 
in der Nähe der Teil- 
chen am größten und 
nimmt in geringer Ent- 
fernung bald ab. Diese 
Erscheinung, die als Be- 
weis für die Richtigkeit 
der Theorie des Phasenkontrastverfahrens von 
Bedeutung ist, könnte zur Not als Schönheits- 
fehler ertragen werden. Die Schlitzform der 
Kondensorblende bewirkt jedoch bei anderen 
Präparaten einen Azimutfehler, der in der 
Praxis zu verhängnisvollen Fehlschlüssen in der 
Beurteilung des Bildes führen kann. Es kann 


Fig. 7. Einfluß eines schlitz- 
förmigen Phasenplättchens 
auf die Helligkeitsverteilung 
im Bild. Negativer Phasen- 


kontrast. 40:1. 


1) Selbstverständlich kann man statt eines Ringes 
auch mehrere schmale konzentrische Ringe als Blende 
benutzen. Das Phasenplättchen muß dann auch ent- 
sprechend aus mehreren Ringen bestehen. Auf diese 
Weise kann man unter günstigen Umständen größere 
Helligkeit des Bildes erzielen, ohne die Trennung 
zwischen dem Maximum 0 und den abgelenkten 
Maximis wesentlich zu verschlechtern. Außerdem 
besteht die Möglichkeit, 
solche Mehrfachblenden als 
äquivalente ‚positive‘ und 
„negative Blenden‘ auszufüh- 
ren (s. nebenstehende Figur), 
um auf diese Weise mit 
demselben Phasenplättchen positiven oder nege- 
tiven Phasenkontrast zu erreichen (vgl. S. 53 und 
Fig. 11e, f). 
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vorkommen, daß vorwiegend untereinander par- 
allel geordnete Elemente eines Präparates zum 
Schlitz der Kondensorblende senkrecht liegen. Dann 
ist von diesen Elementen nichts zu sehen (Fig. 8). 
Erst nach Drehen des Präparates um 90° er- 
scheinen die vorher unsichtbaren gerichteten Ele- 
mente wieder dunkel auf hellem Grunde. Weniger 
auffällig, aber doch deutlich, tritt der Azimut- 
effekt auch bei ungeordneten Strukturen auf. Je 
nachdem, in welcher Richtung die schlitzförmige 
Blende liegt, werden die horizontal oder die ver- 
tikal liegenden Bestandteile betont. Aus der 
Dunkelfeldmikroskopie ist diese Erscheinung ja 
bekannt, worauf schon SIEDENTOPF (2) hin- 
gewiesen hat, und es wäre denkbar, daß man sie 


c d 
Fig. 8. Einfluß eines schlitzförmigen Phasenplattchens 
auf das Bild. (Diinnschnitt durch einen Zahn.) a) Den- 
tinfibrillen senkrecht zum Spalt, b) Fibrillen parallel 
zum Spalt, c) und d) die zu a) und b) gehörenden 
Beugungsbilder in der Austrittspupille des Objektivs. 

40:1. 

sich auch beim Phasenkontrastverfahren in ge- 
wissen Fällen zunutze machen kann. 

Die Kondensorblende als stellvertretendeLicht- 
quelle wird durch Kondensor und Objektiv in die 
Austrittspupille des Objektivs abgebildet. An 
dieser Stelle und in seiner Form deckungsgieich mit 
dem Bilde der Blende befindet sich das Phasen- 
plättchen, über dessen Dicke einiges im theo- 
retischen Teile gesagt wurde!). Die Austritts- 
pupille befindet sich häufig im Innern des Ob- 
jektivs. Man wird die phasenverzögernde Schicht 
auf einer vorhandenen Linsenfläche anordnen, um 
nicht eine besondere Platte anbringen zu müssen. 
1) Wir möchten nicht versäumen, Herrn Dr. 
SMAKULA für die wertvolle Hilfe bei der Herstellung 
der Phasenplättchen auch hier noch einmal zu danken. 


Das Phasenplättchen kann sich nun entweder im 
Kitt zwischen 2 Linsen oder an einer Luftfläche 
befinden und ein Positiv oder Negativ der Kon- 
densorblende darstellen. Je nachdem erhält man 


positiver negativer 
a re 


| [A] | | Bild aes Ojehtes 


Phasenplättchen 
inlu 
Phasenplattchen 
| in Kitt 
A Objekt 


Fig. 9. Verschiedene Möglichkeiten für das Anbringen 
des Phasenplättchens im Objektiv und ihre Beziehungen 
zur Art des mikroskopischen Bildes. 


als Endergebnis ein positives oder ein negatives 
mikroskopisches Bild (Fig. 9). Dabei nennen wir 
mit ZERNIKE, wie schon gesagt wurde, das Bild 
positiv, wenn höher brechende oder dickere Ele- 
mente dunkler als ihre Umgebung erscheinen. 
Im allgemeinen wird man den positiven Phasen- 
kontrast wegen seiner 
Ähnlichkeit mit den 
gewohnten Hellfeldbil- 
dern vorziehen. ZurEr- 
läuterung dieneFig.ıo. 
Hier wurde das gleiche 
Präparat wie bei Fig. ı 
verwendet. Bei positi- 
vem Phasenkontrast 
erscheinen die dicke- 
ren Stege des Gitters 
dunkler, obwohl sie die 
gleiche Durchlässigkeit 
haben wie die vertief- 
ten Spalte. 

Die kontrastreiche 
Wiedergabe kontrast- 
armer Objekte ist 
schließlich bei Anwen- 
dung von Hellfeldbeleuchtung noch zu erreichen 
durch unscharfe Einstellung des Bildes. Gewöhnlich 
wird bei solchen Objekten, für die das Präparat der 
Fig. 11 ein Modell darstellt, das Mikroskop auf mög- 
lichst großen Kontrast eingestellt (c). Das wird aber, 
wie gesagt, mit einem Verlust an Schärfe erkauft. 
Der Wunsch, überhaupt etwas im Bilde zu sehen, 
ist, wenn auch unbewußt, größer als der nach 
absoluter Schärfe. Die Einstellung auf größte 


Fig. 10. 
positivem Phasenkontrast. 
Darunter Querschnitt. Das 
gleiche Objekt wie in Fig. 1. 


Phasengitter bei 


Schärfe (b) erzeugt ein Bild, das einen durchaus 


tur- 
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undeutlichen Eindruck macht. Trotzdem ist es 
vollständig scharf, wie die Aufnahme bei Phasen- 
kontrast (a) beweist. Diese nämlich wurde zuerst 
gemacht, da es bei ihr über die beste Schärfe 
keinen Zweifel gibt, und dann folgte ohne Ände- 
rung der Einstellung sofort anschließend mit Hilfe 
der Doppelblende (Fig. 16) dieHellfeldaufnahme (b). 
Bei c wurde. der Tubus um 0,01 mm gesenkt, bei d 
um den gleichen Betrag gehoben. Man sieht, 
daß die scharfe Hellfeldaufnahme (b) insofern ein 
falsches Bild des Objekts gibt, als es wegen der 
Diffraktionssäume um die Partikel nicht möglich 
ist, eine genaue Angabe über ihren Durchmesser 
zu machen. Entsprechendes gilt in noch stärkerem 
Maße wegen des Auftretens der BEckeschen Linien 
für die beiden unscharfen Aufnahmen, die je nach 
Einstellung positiven (c) oder negativen (d) 
Phasenkontrast vortäuschen. 

Das Phasenkontrastverfahren ist also besser als 
die gewöhnliche Hellfeldmethode geeignet, objektähn- 
liche Abbildungen kontrastarmer Präparate zu 


Fig. ıı. Kanadabalsam-Tröpfchen auf Glas. a—d: Ein- 
fluß der Einstellung auf den Kontrast. a) Positiver 
Phasenkontrast, b) Hellfeld, größte Schärfe, c) Hell- 
feld, Tubus um 0,01 mm tiefer als bei a und 8, d) Hell- 
feld, Tubus um 0,01 mm höher als beia und b. e, f: Ein- 
fluß der Blende auf den Kontrast, e) Positiver, f) nega- 
tiver Phasenkontrast, erzielt durch ‚‚positive‘‘ und 
„negative Blende‘. Etwa 50:1. 


liefern; es ermöglicht zudem die Einstellung auf 
absolute Schärfe und damit die Ausführung 
exakter Messungen. 

Das Anwendungsgebiet des Phasenkontrast- 
verfahrens scheint recht groß zu sein, jedenfalls 
größer, als man es im Anfang der Entwicklung 
voraussehen konnte. Selbstverständlich darf nichts 
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Unmögliches verlangt werden. Nicht alle Objekte 
sind für die Untersuchung gleich gut geeignet. 
Die Hauptdomäne ist das ungefärbte, hinreichend 
dünne biologische Präparat, aber auch einige 
Spezialfälle aus der Technik können mit Erfolg 
geeignete Objekte abgeben. Über die Möglichkeit, 


Fig. 12. Pathologisches Urinsediment. a) Hellfeld, 
b) Positiver Phasenkontrast. 80:1. 
le 
a b 


Fig. 13. Frisches Blut in der Thoma-Zeiss’schen Zähl- 
kammer. a) Hellfeld, 6) Positiver Phasenkontrast, 
c) Negativer Phasenkontrast, d) Dunkelfeld. 160:1. 


ungeätzte Metalloberflächen mit dem Phasen- 
kontrastverfahren zu betrachten, soll später be- 
richtet werden. Die Untersuchungen darüber sind 
noch im Gange. An Hand einiger Figuren wollen 
wir einen Überblick über die verschiedenen An- 
wendungsgebiete geben, ohne Anspruch auf Voll- 
ständigkeit zu erheben. 

Fig. 12 zeigt ein pathologisches Urinsediment. 
Die Aufnahme im Hellfeld erweist sich trotz eng 
geschlossener Kondensorblende als unbefriedigend. 
Lediglich in der Mitte des Gesichtsfeldes sind einige 
große Zylinder dargestellt. Erst bei Anwendung 


a b 
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positiven Kontrastes wurden die blasseren Zylinder 
in der Mitte und am Rand deutlich, von denen vor- 
her nichts zu sehen war. 

Fig. ı3. Am Beispiel frischen, verdünnten 
Blutes in der Thoma-Zählkammer können die 
Unterschiede der verschiedenen Abbildungsverfah- 
ren erklärt werden. Bei der Hellfeldaufnahme (a) 
erscheinen die roten Blutkörperchen als dunkel 
konturierte Kreise, die Striche der Netzteilung 
der Kammer sind ebenfalls dunkel, zum Teil ganz 
unsichtbar. Im ganzen macht das Bild einen blas- 
sen, kontrastlosen Eindruck, wenn man das Bild 
bei positivem Phasenkontrast (b) daneben be- 
trachtet. Hier werden die Blutkörperchen wesent- 
lich dunkler wiedergegeben, sie heben sich ungleich 
deutlicher vom Untergrund ab. Die Striche der 
Netzteilung, die ja Vertiefungen im Glas sind, 
erscheinen heller als die Umgebung, wie nach der 
Theorie nicht anders erwartet werden kann. Der 
negative Phasenkontrast (c) ist ein genaues 
Negativ des vorigen Bildes. Anders liegen die 


in 
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Fig. 14. Frischer Dünnschnitt einer Niere in Wasser. 
a) Hellfeld, b) Positiver Phasenkontrast. 40:1. 


Dinge beim Dunkelfeld. Zunächst wird man an 
das Bild mit negativem Phasenkontrast erinnert. 
Es bestehen aber doch wesentliche Unterschiede. 
Der Untergrund ist hier rein schwarz, was er beim 
negativen Phasenkontrast nicht sein kann. Die 
Erythrocyten werden beim Dunkelfeld hauptsäch- 
lich durch ihre hellen Konturen dargestellt, beim 
Phasenkontrast sind sie helle Scheibchen. Die 
Netzteilung ist beim Dunkelfeldbild hell, beim 
negativen Phasenkontrast dunkel. Das Phasen- 
kontrastbild, negativ oder positiv, gibt die natür- 
lichen Verhältnisse wesentlich richtiger wieder 
als Hellfeld oder Dunkelfeld. Die roten Blut- 
körperchen sind ja nicht Ringe, sondern körper- 
liche Scheiben, und als solche werden sie durch 
das Phasenkontrastverfahren auch dargestellt. 

Fig. 14. Das histologische ungefärbte Schnitt- 
präparat einer Niere zeigt das bekannte flaue 
Aussehen solcher Bilder bei Hellfeldbeleuchtung. 
Dagegen sieht das Bild des gleichen Präparats im 
positiven Phasenkontrast sehr kontrastreich aus 
und ist auf den ersten Blick von dem eines ge- 
färbten Präparates nicht zu unterscheiden. Eine 
etwas genauere Analyse solcher Bilder zeigt, daß 
vorwiegend elastische Fasern, Zellgrenzen und vor 
allem Zellkerne dargestellt werden. Der Schnitt 


Die Natur- 
wissenschaften 


wurde mit dem Gefriermikrotom aus dem frischen 
Organ gewonnen und sofort in Wasser zwischen 
Deckglas und Objektträger gebracht. Die Zeit 
zwischen der Entnahme des Materials und der 


Fig. 15. PER Trypanosomen in ED a) Hell- 
feld, b) Positiver Phasenkontrast. 200: 1. 


mikroskopischen Beobachtung betrug also nur 
wenige Minuten. Das eröffnet die Möglichkeit, 
histologische Schnelldiagnosen in viel kürzerer Zeit 
zu stellen, als es bisher der Fall war. 

Der Versuch, lebende Trypanosomen im Blut 
darzustellen, gelang über Erwarten gut. Wir 
konnten einen kurzen Filmstreifen herstellen. 
Einen Ausschnitt zeigt Fig. 15. 

Der Film wurde auf besondere Weise auf- 
genommen. Um den Gegensatz zwischen gewöhn- 
licher Hellfeldbeleuchtung und Phasenkontrast 
deutlich zu zeigen, versuchten wir, einen völlig 
kontinuierlichen Übergang von der einen zur 
anderen Beobachtungsart zu erzielen. Das gelang 


I 
— 
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Fig. 16. Doppelblende für den Übergang vom Hellfeld 
zum Phasenkontrast. I) Stellung für Hellfeld, II) Stel- 
lung für Phasenkontrast. Die Schraffierung — und - 
gibt die Schwingungsrichtung der Herapathit-Ein- 
kristallschichten an. 


auf folgendem Wege: Aus einer Herapathit- 


Einkristall-Schicht (a, Fig. 16) ist ein Kreis in der 
Mitte, aus einer zweiten Schicht (db) ein Ring 
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konzentrisch um den Kreis ausgraviert. Die 
Flächeninhalte beider Figuren sind gleich. Die 
Polarisationsfilter sind so miteinander verkittet, 
daß ihre Schwingungsrichtungen senkrecht auf- 
einanderstehen. Das dadurch entstandene neue 
Filter weist in der Mitte den durchsichtigen Kreis 
auf, der durch eine dunkle Zone von dem ebenfalls 
durchsichtigen Ring getrennt ist. Der äußere 
Rand ist wieder dunkel. Benutzt man dieses Filter 
als Kondensorblende und bringt man außerdem 
noch einen über die ganze Fläche homogenen 
Herapathit-Polarisator ce drehbar darunter an, so 
gerät, je nach der Stellung des Polarisators, einmal 
der Ring, das andere Mal der Kreis in die Dunkel- 
stellung, wie aus Fig. 16 ohne weiteres ersichtlich 
ist. Der Kreis wirkt wie eine gewöhnliche Iris- 
blende und ermöglicht die Hellfeldaufnahme 
(Stellung I). Langsames Drehen des Polarisators 
bewirkt stetigen Übergang zum Phasenkontrast, 
der vollständig ist, wenn der Kreis ganz verdunkelt 
und der Ring hell ist (Stellung II). Die Belich- 
tungszeit für beide Aufnahmen ist wegen des 


a b 
Fig. 17. Epithelzelle der Wangenschleimhaut. a) Hell- 
feld, b) Positiver Phasenkontrast. 500: 1. 


gleichen Flächeninhalts von Kreis und Ring — 
unter Einrechnung der Absorption des Phasen- 
plättchens — die gleiche. Es wäre denkbar, daß 
man sich das hier beschriebene Prinzip auch für 
andere Zwecke dienstbar machen kann. Zum Bei- 
spiel ist eine Doppelblende für die wahlweise Ein- 
stellung von Dunkelfeld und Hellfeld sehr prak- 
tisch. 

Auch für stärkere und stärkste Vergrößerungen 
unter Verwendung von Immersionssystemen ist 
das Phasenkontrastverfahren geeignet, falls ge- 
eignete Objekte zur Verfügung stehen. Die 
Schranke wird in erster Linie durch die Dicke des 
Präparates gesetzt. Von Mikrotomschnitten eignen 
sich nur solche, die besonders dünn ausgefallen 
sind. Auch das Einbettungsmittel spielt natur- 
gemäß eine große Rolle. So fällt das Bild ver- 
schieden gut aus, je nachdem ob sich das Objekt 
in Wasser oder in Kanadabalsam befand. In 
Fig. 17 ist eine Epithelzelle der Wangenschleim- 
haut in Speichelflüssigkeit dargestellt. Das Hell- 
feldbild zeigt wenig mehr als die Konturen der 
Zelle. Vom Zellkern ist fast nichts zu sehen. 
Selbstverständlich hätte er deutlicher abgebildet 
werden können, wenn man bei der Aufnahme auf 
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die volle Schärfe verzichtet hätte. Darüber wurde 
an Hand der Fig. ır schon gesprochen. Das 
Phasenkontrastbild dagegen ist vom Bild eines 
gut gefärbten Präparates kaum zu unterscheiden. 
Der Kern tritt mit größter Deutlichkeit hervor, 
ebenso die im Plasma ziemlich regellos verteilten 


a 


b 
Fig. 18, Frisches menschliches Blut. In der Mitte ein 
Leukozyt. a) Hellfeld, 6) Positiver Phasenkontrast. 
1000 ; I. 


Schollen und Körperchen. Am Rand der Zelle 
ist andeutungsweise die feine Verzahnung des 
Kittapparates zu erkennen, die bei Einstellen auf 
die Oberfläche der Zelle als feines Gitterwerk den 
ganzen Zelleib überzieht. 

Merkwürdigerweise wird der Zellkern weißer 
Blutkörperchen hell, nicht dunkel wiedergegeben, 
wie Fig. 18 zeigt. Auch hier, bei einem Abbildungs- 
maßstab von 1000: 1, ist der Kontrasteffekt noch 
recht gut. Die roten Blutkörperchen erscheinen 
als dunkle Scheiben mit zentraler Aufhellung, die 
der natürlichen Eindellung entsprechen dürfte. 
Recht gut ist auch die beginnende Stechapfel- 
bildung zu erkennen. Auffälligerweise ist der 
Durchmesser der Erythrocyten im Hellfeldbild 
um etwa 10—15% größer als im Kontrastbild. 
Das legt die Vermutung nahe, daß die bisherigen 
Messungen an nativem Blut falsch sind und einer 
Revision bedürfen. 

Fig. 19. Die Einbettungsmethode zur Bestim- 
mung der Brechzahl fester Substanzen beruht be- 


Fig. 19. Glaspulver in Flüssigkeit. a) Hellfeld, b) Nega- 
tiver Phasenkontrast. 80:1. 


kanntlich darauf, daß die Substanz in feiner Ver- 
teilung in ein flüssiges Medium gebracht wird, 
dessen Brechungsverhältnis stetig durch Kon- 
zentrations- oder Temperaturänderung so lange 
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geändert wird, bis bei mikroskopischer Beob- 
achtung die Substanzteilchen und ihre Konturen 
nicht mehr gesehen werden können, bis also die 
Lichtbrechung beider Phasen die gleiche ist. Mit 
dem Refraktometer wird dann, unter Berück- 
sichtigung der Temperatur, die Brechung der 
Flüssigkeit gemessen. Der gefundene Wert ist der 
gesuchte Wert für die feste Substanz. Die BECKE- 
sche Methode erlaubt praktisch eine Genauigkeit 
der Messung bis zu einer Einheit der dritten 
Dezimale, falls diemikroskopische Beobachtung bei 
monochromatischem Licht und möglichst starker 
Vergrößerung vorgenommen wurde. KOFLER (8) gibt 
neuerdings eine Genauigkeit bis zur zweiten Stelle 
der 4. Dezimale an. Auch für die von ihm be- 
schriebene Schmelzpunktbestimmung dürfte das 
Phasenkontrastverfahren eine Steigerung der Ge- 
nauigkeit mit sich bringen. Nach den bisherigen 
Beobachtungen scheint nun die Hoffnung auf eine 
Steigerung der Genauigkeit durch Anwendung des 
Phasenkontrastverfahrens berechtigt zu sein. In 
der Figur ist ein beliebiger Fall herausgegriffen. 
Im Hellfeld scheint die Forderung der BEcKEschen 
Methode, nämlich die möglichst vollkommene Un- 
sichtbarkeit der Partikel, erfüllt zu sein. Das 


Fig. 20. Mikroskopkondensor für das Phasenkontrast- 
verfahren mit Irisblende und zentrierbarer Schieb- 
hülse für die Ringblende. 


Phasenkontrastverfahren jedoch verrät, daß noch 
keine absolute Übereinstimmung der Brechungs- 
indizes besteht. Daß trotz Anwendung negativen 
Phasenkontrastes ein ‚positives‘ Bild entsteht, 
bedeutet, daß hier das Einschlußmedium eine 
höhere Brechzahl hat als die Teilchen. 

Die beschriebene Methode der Phasenverschie- 
bung ist übrigens auch von großer Bedeutung für 
das Verfahren von BoERSCH (9, 10) zur Sichtbar- 
machung submikroskopischer Kristallgitter. 

Bei diesem Verfahren wird in der hinteren 
Brennebene des Objektivs die Beugungsfigur eines 
Kristallgitters künstlich durch Ausblenden er- 
zeugt. Hierdurch wird in der Bildebene des Mikro- 
skops das zu dieser Beugungsfigur gehörige Bild 
des Kristallgitters vorgetäuscht, obwohl sich im 
Mikroskop kein gitterähnlicher Gegenstand be- 
findet. Die künstlich durch Ausblenden erzeugte 
Beugungsfigur des Kristallgitters stellt das Rönt- 
genbeugungsdiagramm des Kristalls dar. 

Damit auch eine Darstellung von Kristallgittern 
möglich wird, deren Beugungsreflexe (Beugungs- 
maxima) gegeneinander in der Phase verschoben 


ten 


sind, müssen auch die durch Ausblendung imMikro- 
skop erzeugten Reflexe gegeneinander in der Phase 
verschoben werden. Diese Phasenverschiebung 
kann nach der beschriebenen Methode vorgenom- 
men werden. 

Für die praktische Durchführung des Phasen- 
kontrastverfahrens benötigt man in erster Linie 
Mikroskopobjektive, die mit dem Phasenplättchen 
ausgerüstet sind. Solche Objektive können ohne 
Nachteil auch für die gewöhnliche Mikroskopie 
bei Hellfeld und Dunkelfeld verwendet werden. 
Weiter ist ein Kondensor (Fig. 20) erforderlich, 
in dessen unterer Brennebene Ringblenden ver- 
schiedenen Durchmessers, für die verschiedenen 
Objekte passend, angebracht werden können. Die 
Blenden müssen zentrierbar und in der Höhe ein- 
gestellt sein, damit ihr Bild scharf und deckungs- 
gleich innerhalb des Phasenplättchens im Objektiv 
abgebildet werden kann. Für die richtige Justie- 
rung des Blendenbildes braucht man außerdem ein 
Hilfsmikroskop, das an Stelle des Okulars in den 
Mikroskoptubus eingeschoben wird, um Blenden- 
bild und Phasenplättchen vergrößert beobachten 
zu können. Nach erfolgter Justierung wird das 
Hilfsmikroskop gegen das Okular ausgetauscht!). 


Z fe g: Durch konsequente Weiter- 
entwicklung der Apprschen Theorie der mikro- 
skopischen Abbildung konnte ZERNIKE zeigen, daB 
durch willkiirliche Beeinflussung der Phase eines 
Teiles des Lichts eine Steigerung des Kontrastes im 
mikroskopischen Bild erreicht werden kann. Die 
theoretischen Grundlagen dieses Phasenkontrast- 
verfahrens werden ausführlich besprochen und auf 
die Gründe für die Verwendung kreisringförmiger 
Phasenplättchen hingewiesen. An einigen Bei- 
spielen werden die prinzipiellen Unterschiede 
zwischen Hellfeld und Dunkelfeld und positivem 
und negativem Phasenkontrast besprochen. Es 
zeigt sich, daß in vielen Fällen das neue Verfahren 
dem Dunkelfeld und dem Hellfeld grundsätzlich 
überlegen ist; es liefert objektähnlichere Bilder 
als die bisherigen Methoden. Besonders erfolgreich 
können ungefärbte, auch lebende mikroskopische 
Präparate mit bisher nicht für möglich gehaltener 
Deutlichkeit beobachtet und photographiert wer- 
den. 
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Die Darstellung von Chromosomen mittels des 
Phasenkontrastverfahrens. 


Die zum Teil überraschenden Ergebnisse, die Loos!) bei 
der Durchbildung des von ZERNIKE angegebenen sowie 
theoretisch und experimentell begründeten Phasenkontrast- 
verfahrens erzielen konnte, ließen es angezeigt erscheinen, 
seine Brauchbarkeit für die Darstellung der Chromosomen 
in lebenden Zellen zu untersuchen. Es wurden daher nach 
diesem Verfahren zunächst die Reifeteilungsstadien aus den 
Hoden von Heuschrecken (als besonders geeignet erwiesen 
sich die von Psophus stridulus L. und Oedipoda ger i 
Charp.) betrachtet. Das Ergebnis ist in Fig. 1 dargestellt. Bei 
a ist eine Spermatocyte bei gewöhnlicher Hellfeldbeleuchtung 
aufgenommen. Die Chromosomen und auch die Mitochon- 
drien sind zwar andeutungsweise zu sehen, aber eine genau 


a b 
Fig. 1. Reifeteilung aus dem Hoden von Oedipoda germa- 
nica Charp. a) Hellfeld, b) Positiver Phasenkontrast. 


definierte Abbildung ist nicht zu erreichen. Ganz anders ist Fig. 2. Kern einer Speicheldrüsenzelle der Larve einer Chi- 
das bei b, wo die gleiche Zelle, aufgenommen nach dem ronomide. a) Hellfeld, b) Positiver Phasenkontrast. 

Phasenkontrastverfahren, dargestellt ist. Mit ungewöhn- 
licher Klarheit treten die Chromosomen hervor. Ebenso 
sind die Mitochondrien ausgezeichnet zu sehen. Ein Ver- 
gleich mit einer Aufnahme im ultravioletten Licht von der 
Wellenlänge 4 = 2750 AE, bei der die Chromosomen 
infolge ihres Gehaltes an Thymonukleinsäure bekanntlich 
ein Maximum der Absorption aufweisen, lehrt, daß nach 
dem Phasenkontrastverfahren die Chromosomen ebensogut, 
die Mitochondrien aber noch wesentlich besser dargestellt 
werden können, denn letztere zeigen im ultravioletten kaum 
eine stärkere Absorption als im sichtbaren Licht. Als wei- 
teres Objekt wurden Speicheldrüsenchromosomen von 
Chironomus-Larven untersucht. Auch hier übertrifft das 
Ergebnis noch die Erwartungen, wie ohne weiteres aus den 
Fig. 2 und 3 hervorgeht. Botanische Objekte konnten aus 
Mangel an geeignetem Material bisher noch nicht untersucht 
werden, doch ist anzunehmen, daß sie in ihrem Verhalten 
nicht wesentlich abweichen. Voraussetzung für einen Erfolg 
ist bei allen Untersuchungen mit dem Phasenkontrastver- 
fahren eine geeignete Art der Präparation. Liegen die 
Objekte nämlich in zu dicker Schicht, dann gelten die Vor- Pr 
aussetzungen für die Methode nicht mehr, und es sind keine ‘ & i ; . 

befriedigenden Bilder zu erhalten. Man muß daher unbedingt Fig. 3. Speicheldrüsenchromosomen einer Chironomiden- 
darauf achten, die zu untersuchenden Zellen einschichtig Larve, stärker vergrößert. Positiver Phasenkontrast. 
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unter dem Deckglas auszubreiten. Es liegt auf der Hand, 
daß die Untersuchung mit Hilfe der Phasenkontrastmethode 
der Zytologie ganz neue Möglichkeiten eröffnet, denn es ist 
mit ihr tatsächlich erstmalig die Möglichkeit geschaffen, in 
der lebenden, durch keinerlei Eingriff (Vitalfärbung, Bestrah- 
lung mit Ultraviolett) geschädigten Zelle die Kernbestandteile 
so zu sehen wie im gefärbten Präparat. Es wird nun u. a. 
möglich sein, endgültige Untersuchungen über die Verände- 
rungen anzustellen, welche die Zellen beim Fixierungs- und 
Färbungsprozeß erleiden. Eine unschätzbare Hilfe wird das 
Verfahren bei Arbeiten mit dem Mikromanipulator an leben- 
den Zellen bieten, und schließlich verfügt man nunmehr über 
das Darstellungsmittel, welches bisher fehlte, um eine be- 
friedigende Wiedergabe der Kernteilungsvorgänge im Zeit- 
rafferfilm zu erreichen. Ein solcher Film ist zur Zeit in 
Arbeit. 


Jena, Mikro-Laboratorium der Optischen Werke Carl 
Zeiss im Dezember 1940. Kurt MICHEL. 


1) Vgl. A. KOHLER u. W. Loos, Das Phasenkontrast- 
verfahren und seine Anwendungen in der Mikroskopie. 
Naturwiss. 29, 49 (1941). 


Weitere Untersuchungen über den Anti-graue-Haare- 
Faktor B,. 


Wir haben früher zeigen können, daß der Anti-graue- 
Haare-Faktor mit Äther aus einem wäßrigen Leberextrakt 
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Fig. 1. Gewichtskurven von Ratten bei B-vitaminfreier 


Grundkost. Nach Gewichtskonstanz erhielten die Tiere den 
Riickstand (nach Atherextraktion) des Leberextrakts, R. 
@ bezeichnet deutliche Ergrauung des Pelzes, O stark grauen 
Pelz und @ normalen Pelz. Die Tiere erhielten das aus 
Leberextrakt hergestellte Pantothensäurepräparat P. 
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trakt geheilt werden. Gleichzeitig trat eine Gewichtszunahme 
ein, die etwa 9—13 g pro Woche betrug. 

In späteren Versuchen wurde gezeigt, daß Ratten, die 
bei einer B-vitaminfreien Kostmischung gewichtskonstant 
geworden waren und als Zusatz, außer B,, By und Bg, einen 
Leberextrakt erhielten, der bei py = 1 mit Äther extrahiert 
war, zwar ein gutes Wachstum aufwiesen, aber nach einigen 
Wochen das charakteristische graue und glanzlose Fell ent- 
wickelten. 

Da die von Wırrıams und Mitarbeitern?) entdeckte 
Pantothensäure die Eigenschaft besitzt, aus stark sauren 
wäßrigen Lösungen mit Äther extrahierbar zu sein, und auch 
andere Eigenschaften mit dem Faktor Bz gemeinsam hat, 
liegt die Möglichkeit vor, daß diese beiden Substanzen 
identisch sein konnten. Wir haben daher neue Versuche mit 
dem ätherextrahierbaren Teil der B-Faktoren eines wäßrigen 
Säugetierleberextrakts ausgeführt. 

Als Ausgangsmaterial diente ein Leberextrakt, der nach 
einem Verfahren von LALAND und KLEM®) im Laboratorium 
der Firma Nyegaard & Co. A/S in Oslo dargestellt wird. 
In früheren Versuchen haben wir gezeigt, daß dieser Extrakt 
eine sehr reiche Quelle aller B-Faktoren (ausgenommen B,) 
darstellt. Eine tägliche Dosis von 0,1 ml genügt, um ein 
maximales Wachstum bei B-vitaminfrei ernährten Ratten 
hervorzurufen®). 

Der Extrakt wurde zuerst bei py = 6,2 vier Tage mit 
peroxydfreiem Äther im Flüssigkeits-Extraktions-Apparat 
extrahiert. Dieser Extrakt wurde verworfen. Dann wurde 
der Leberextrakt mit Schwefelsäure auf py = 1,2 gebracht 
und 14 Tage extrahiert. Der Äther wurde dann abdestilliert 
und der Extrakt schließlich im Vacuumkolben eingeengt. 
Der Rückstand — eine sirupöse Masse — wurde in Wasser 
gelöst und filtriert. Diese Lösung wurde mit einer 2oproz. 
Phosphorwolframsäurelösung versetzt und der Niederschlag 
abzentrifugiert. Der Niederschlag wurde mit Wasser ge- 
waschen und wieder zentrifugiert. Die mit Phosphorwolf- 
ramsäure niedergeschlagenen Substanzen wurden mit Baryt 
eluiert, nachträglich mit Schwefelsäure neutralisiert und an 
Ratten gefüttert. Sie erwiesen sich als unwirksam. 

Das Filtrat nach der Phosphorwolframsäurefällung wurde 
mit Barytlösung behandelt, um die überschüssige Phosphor- 
wolframsäure zu entfernen, schließlich mit Schwefelsäure 
versetzt und das ausgefällte Bariumsulfat abzentrifugiert. 

Diese Lösung wurde nun einer chromatographischen 
Reinigung unterworfen, wie von KUHN und WIELAND®) 
kürzlich beschrieben. 

Im UV.-Licht waren 5 Zonen sichtbar. Die unterste und 
breiteste Zone, die weiß-bläulich fluorescierte, wurde mit 
Barytlösung eluiert und das Eluat mit Schwefelsäure neu- 
tralisiert. 

Ratten, die während längerer Zeit mit dem ätherextra- 
hierten Leberextrakt gefüttert waren und die die genannten 
Fellveränderungen im ausgeprägten Maße zeigten, erhielten 
als Zusatz das Pantothensäurepräparat (Fig. 1). Schon 
nach ı4 Tagen war eine deutliche Besserung zu bemerken, 
und nach 3 Wochen war die Farbe des Felles wieder normal. 
Es scheint somit nach diesem Versuch die Pantothensäure 
mit dem Anti-graue-Haare-Faktor B, identisch zu sein. 
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Fig. 2. Wachstumswirkung des synthetischen Pantothensäurepräparats bei B-vitaminfreier Grundkost+ B,+B,+B;- 


bei py = ı extrahierbar ist!). Dieser Befund stimmt mit 
dem von MOHAMMED, EMERSON, EMERSON und Evans?) 
überein. Ratten, die durch unsere B-vitaminfreie Kost- 
mischung grau geworden waren, konnten durch diesen Ex- 


Um dies weiter zu bestätigen, wurde ein synthetisches 
Präparat der Pantothensäure hergestellt. 

Nachdem die Konstitution der Pantothensäure durch 
amerikanische Forscher?) aufgeklärt ist, sind eine Reihe 
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Methoden zur Synthese dieser Substanz beschrieben wor- 
den 8,9,10, 11, »). 

Bei der Herstellung gingen wir im wesentlichen nach den 
Angaben von Kunn und WIELAND!) vor, wobei wir jedoch 
darauf verzichteten, ein vollkommen reines Präparat zu 
erhalten. 

Die Wirksamkeit dieses Präparats wurde an Ratten ge- 
prüft. Gewichtskonstante Tiere auf B-freier Grundkost mit 
einer ausreichenden Menge von By, Bg und Bg erhielten 4 mg 
des Pantothensäurepräparats täglich (Fig. 2). Es trat eine 
starke Gewichtszunahme ein, die (während der ersten zwei 
Wochen) 15—18 g pro Woche betrug, während Kontroll- 
tiere, die B,, B, und Bg erhielten, nur wenig zunahmen. 
Die verabreichte Gabe des Präparats sollte somit genügend 
Pantothensäure enthalten. 

Dieselbe Dosis des synthetischen Pantothensäure- 
präparats wurde nun an 4 Ratten verabreicht, die alle einen 
stark depigmentierten Pelz hatten. Schon nach 14 Tagen 
konnte eine deutliche Besserung beobachtet werden, und nach 
3 Wochen war die Pelzfarbe bei zwei von den Tieren normal, 
während bei den zwei anderen eine fortschreitende Besserung 
zu verzeichnen war (Fig. 3). 
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‘Fig. 3. Gewichtskurven von Ratten bei B-vitaminfreier 
Grundkost (und B, + B,). Die Tiere erhielten nach Ge- 
wichtskonstanz eine Dosis des ätherextrahierten Leber- 
extrakts, R. @ bezeichnet deutlich grauen Pelz bzw. deutliche 
Heilung, O stark grauen Pelz. Die Tiere erhielten, nachdem 
sie stark grau geworden waren, die mit Phosphorwolfram- 
säure fällbaren Substanzen (Pwf.), die sich als unwirksam 
erwiesen, später das synthetische Pantothensäurepräparat P. 


Diese Versuche deuten somit auch darauf hin, daß der 
Anti-graue-Haare-Faktor mit der Pantothensäure identisch 
ist. Um dies eindeutig festzustellen, haben wir nun neue 
Versuche mit einer größeren Anzahl Tiere in Gang gesetzt. 

Stavanger (Norwegen), Forschungslaboratorium der 
Norwegischen Konservenindustrie, den 5. November 1940. 

GULBRAND LUNDE. HANS KRINGSTAD. 
ERLING JANSEN. 

1) LunpE u. KRINGSTAD, Naturwiss. 28, 157 u. 550 
(1940). 

2) MOHAMMED, EMERSON, EMERSON u. Evans, J. of 
biol. Chem. 133, 17 (1940). 

3) WILLIAMS, LYMANN, GOODYEAR, TRUESDAIL u. HoLA- 
DAY, J. amer. chem. Soc. 55, 2912 (1933). 

4) LALAND u. KLEM, Acta med. scand. (Stockh.) 88, 620 
(1936). 
3) LuNDE u. KRINGSTAD, J. Nutrit. 19, 321 (1940). 

6) KuHN u. WIELAND, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 962 
(1940). 

7) WILLIAMS u. Major, Science (N. Y.) 91, 246 (1940). 

8) WILLIAMS, MITCHELL, WEINSTOCK u. SNELL, J. amer. 
chem. Soc. 62, 1784 (1940). 

9) STILLER, HARRIS, FINKELSTEIN, KERESZTESY u. FOL- 
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12) KuHN u. WIELAND, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 971 
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Brenztraubensäure-Stoffwechsel als Funktion 
des Sexualzyklus bei Ratten. 


Anläßlich einer Untersuchung über den Stoffwechsel bei 
Vitamin E- (Tocopherol-) frei ernährten Ratten wurde ge- 
funden, daß bei gepaarten E-freien Tieren der Brenz- 
traubensäure (BTS.)-Gehalt des Blutes höher war als bei 
ungepaarten; als Mittel zahlreicher Versuche ergab sich mit 
großer Variationsbreite: 


gepaart ungepaart 
y BTS./ccm Blut 30 23 


Als dann normal ernährte Ratten gleichen Alters zum 
Vergleich herangezogen wurden, fanden wir annähernd das 
gleiche Verhältnis, nämlich y BTS./ccm Blut gepaart 24, 
ungepaart 19,7. (Durchgehend ist der BTS.-Gehalt bei 
E-Avitaminose höher als bei normaler Diät.) 

Es ergab sich nun die Frage nach der Ursache dieses 
Einflusses der Paarung. Nervöse oder sonstige momentane 
Reize schienen ausgeschlossen, weil der gefundene Unter- 
schied während 15 Stunden erhalten blieb!). 


Dagegen war in Betracht zu ziehen, daß die Voraussetzung 
für die Paarung der Östrus ist, und so wurde untersucht, 
ob (ungepaarte) weibliche Ratten im Stadium des Östrus 
sich hinsichtlich des Kohlehydratstoffwechsels von Tieren 
im Diöstrus-Stadium unterscheiden. Diese Vermutung hat 
sich bestätigt: Der Unterschied im BTS.-Gehalt des Blutes 
von Ratten im Östrus und Diöstrus ist noch erheblich größer 
als der früher an gepaarten und ungepaarten Weibchen ge- 
fundene, nämlich (Mittelwerte): 


Östrus Diöstrus 
y BTS./ccm 30 17 


Daß dieser Unterschied größer ist als zwischen gepaarten 
und ungepaarten Weibchen, rührt daher, daß letztere bei 
der Blutentnahme das Östrus-Stadium teilweise verlassen 
haben. 

Eine ausführlichere Untersuchung, welche sich auf ka- 
strierte Ratten und auf den Einfluß von Östron und andere 
Sexualhormone erstreckt, wird an anderer Stelle mitgeteilt. 


Stockholm, Vitamininstitut der Universität, den 27. De- 
zember 1940. 


BETH VON EULER. Hans VON EULER. 
INGA PETTERSSON. 


1) Uber Stoffwechselanderungen im Sexualzyklus und 
nach Ostroneingaben ist bis jetzt wenig bekannt. Vgl. 
KÖHLer, Klin. Wschr. 1929, 502; 1930, 110. — ZONDEK U. 
BERNHARDT, Klin. Wschr. 1925, 2001. 


Zur Entstehung krebserzeugender Substanzen 
beim Menschen’), 


Die chemischen Beziehungen, die zwischen dem stark 
krebserregend wirksamen Methylcholanthren und Sterinen, 
insbesondere Gallensäuren bestehen, veranlaßten Coor?) zu 
der Hypothese, daß der menschliche Krebs möglicherweise 
durch Stoffe erzeugt werden könnte, die unter pathologi- 
schen Bedingungen aus Gallensäuren im Organismus selbst 
entstünden. Für eine solche Annahme spricht die Tatsache, 
daß Methylcholanthren in vitro aus 12 Ketocholansäure und 
ähnlichen Gallensäuren hergestellt werden kann®). Ein 
Zwischenprodukt ist dabei das Dehydronorcholen, das selbst 
noch keine krebserregenden Eigenschaften besitzt. 


Seitdem sicher bekannt ist, daß es Substanzen gibt, 
die Krebs erzeugen können, haben wir unser besonderes 
Bemühen darauf gerichtet, solche Substanzen und ihre 
Wirkungsweise kennenzulernen, um den Menschen davor 
schützen zu können. Das wäre sicher die beste „Krebs- 
therapie“. Aus diesem Grund hat uns auch die Möglichkeit 
einer endogenen Entstehung krebsauslösender Substanzen 
beschäftigt. 

Wenn dies aus Gallensäuren geschieht, so könnte das, 
wie CooK meint, auf einer „Entgleisung des Sterinstoff- 
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wechsels“ beruhen, also auf einer Fehlleistung körpereigner 
Zellen oder Fermente. Eine zweite Möglichkeit wäre aber 
die, daß hierbei fremde, im menschlichen Körper lebende 
Zellen eine Rolle spielen. Da die Gallensäuren in den Darm 
ausgeschieden werden und Darmkrebs beim Menschen häufig 
ist, haben wir an die Mitwirkung der — vielleicht patho- 
logisch veränderten — Darmflora gedacht. 


Aus dem Stuhl von Patienten mit rectoskopisch sicher- 
gestelltem Rectumkrebs haben wir (Ende 1938) Coli-Bak- 
terien auf Pepton-Sauton-Nährboden gezüchtet. Wir 
wählten diesen Nährboden, weil er außer anorganischen 
Salzen und Pepton nur noch Lactat und Tartrat enthält. 
Die Kulturen wurden in Flaschen mit 100 ccm angesetzt, 
jede Versuchsserie umfaßte 40 Kulturen. Eine Serie erhielt 
einen Zusatz von 5 mg% Dehydronorcholen*) zum Nähr- 
boden (Gruppe I), eine andere die gleiche Konzentration 
Desoxycholsäure (Gruppe II). Die dritte Serie der gleichen 
Colistamme blieb ohne Zusatz (Gruppe III). Sämtliche Kul- 
turen wurden nun 24 Stunden im Brutofen gehalten und 
anschließend mit analysenreinem Benzol extrahiert. Nach 
Eindampfen des Extraktes im Vakuum wurde der Rück- 
stand in 20 ccm Erdnußöl aufgenommen. 


Diese Lösung erhielten je 6 Ratten in jeder der 3 Ver- 
suchsgruppen subcutan in die linke Flanke gespritzt, und 
zwar wöchentlich einmal, insgesamt 6 Injektionen. Kontroll- 
gruppen wurden mit einer öligen Lösung der nicht mit 
Bakterien behandelten Substanzen injiziert, und zwar 
von reinem (Gruppe IV) oder ultraviolett (trocken) be- 
strahltem Dehydronorcholen (Gruppe V) bzw. reiner oder 
bestrahlter Desoxycholsäure (Gruppen VI und VII). Die 
Konzentration betrug hier 100 mg %, die Anwendung erfolgte 
ebenfalls in Form von 6 Einzeldosen in 6 Wochen. Die Ratten 
wurden Anfang Januar und März 1939 in Versuch genammen, 
die letzte Injektion erfolgte also im Februar bzw. im April 
1939. 


Am 1. Juli 1940, also fast ı!/, Jahr nach der letzten 
Injektion, trat in der I. Gruppe, die mit einem Benzol- 
extrakt aus Krebs-Coli mit einem Zusatz von Dehydronor- 
cholen behandelt worden war, die erste Geschwulst, ein 
kartoffelgroBes Sarkom an der Injektionsstelle auf. Bis 
zum November 1940 entstanden bei zwei weiteren Tieren 
dieser Gruppe Sarkome, und zwar eine intraabdominelle 
Geschwulst und (im 2. Falle) mehrere sarkomatöse Ge- 
schwiilste an der Injektionsstelle und in inneren Organen. 
Die restlichen 3 Ratten dieser Gruppe waren vorher inter- 
kurrent gestorben. 


Bei den Kontrollen (Gruppe IV), die mit unbehandeltem 
Dehydronorcholen gespritzt waren, entstand kein Krebs, 
obwohl davon heute noch 5 Tiere leben. Dagegen trat ein 
intraabdominelles Sarkom nach Behandlung mit ultraviolett 
bestrahltem Dehydronorcholen auf (Gruppe V). Die rest- 
lichen 5 Ratten sind hier ebenfalls noch am Leben. 

In den ganz entsprechend angesetzten Versuchen mit 
Desoxycholsäure entstand in keiner Gruppe Krebs. Aller- 
dings haben hier nur insgesamt 4 Tiere länger als 18 Monate 
gelebt. Diese Substanz muß also erneut untersucht werden. 
Inzwischen haben Cook und KENNAWAY®) Ende 1940 mit- 
geteilt, es sei ihnen in Bestätigung früherer Angaben von 
GHIRON®) gelungen, bei 3 von 5 länger als ro Monate über- 
lebenden Mäusen durch Injektion von insgesamt 70 mg reiner 


[ Die Natur. 
wissenschaften 


Desoxycholsäure in öliger Lösung nach 350 Tagen maligne 
Tumoren zu erzeugen. Die Untersuchung dieser Substanz 
ist um so wichtiger, als es sich um eine physiologische 
Gallensäure handelt. 

Bemerkenswerterweise entstand in unserer Versuchs- 
gruppe III, die mit dem Extrakt aus reinen Krebs-Coli- 
Kulturen ohne jeden Zusatz behandelt worden war, ein 70 g 
schweres Sarkom an der Injektionsstelle. Hier haben drei 
Tiere länger als 18 Monate gelebt. 


Es hat also den Anschein, daß Colibakterien von krebs- 
kranken Menschen die Fähigkeit haben können, eine den 
Gallensäuren nahestehende Substanz in einen krebserzeugen- 
den Stoff umzuwandeln, wenn sie nicht selbst schon can- 
cerogene Stoffe zu bilden vermögen, worauf der letztgenannte 
Befund hindeuten würde. 


Bei einem Tier der Gruppe I fanden wir übrigens neben 
anderen Geschwülsten ein fast taubeneigroßes Sarkom am 
Rectum, was mit Hinblick auf die Tatsache Beachtung ver- 
dient, daß wir unsere Kulturen von Patienten mit Rectum- 
krebs gewonnen hatten. 


Wir halten es nicht für richtig, aus unseren Befunden 
einen anderen Schluß zu ziehen als den, daß die Frage der 
endogenen Entstehung krebserzeugender Stoffe auch beim 
Menschen von großer Bedeutung ist, und daß die Darmflora 
dabei eine Rolle zu spielen scheint. Die Tiergruppen waren 
aus Ersparnisgründen klein, die Versuche sind demgemäß 
als orientierende Vorversuche gedacht. 

Es sei bemerkt, daß bei unseren Versuchsratten den 
allgemeinen Erfahrungen entsprechend Spontangeschwülste 
außerordentlich selten sind. Spontan entstandene intra- 
abdominelle oder subcutane Sarkome haben wir bisher über- 
haupt nicht beobachtet. Ferner haben wir zwecks Vermei- 
dung von Verwechslungsgefahren seit Dezember 1938 keine 
Versuche mit cancerogenren Kohlenwasserstoffen oder mit 
Transplantationsgeschwülsten im Hause mehr vorgenommen. 
Die Versuche werden an einem größeren Tiermaterial wieder- 
holt. 

Den Herren Prof. RössLe, Berlin, und Prof. HAMPERL, 
Prag, möchten wir auch an dieser Stelle für die histo- 
logische Untersuchung der Geschwülste danken. 


Berlin, Pharmakologisches und Hygienisches Institut der 
Universität, den 14. Januar 1941. 


HERMANN DRUCKREY. RUDOLF RICHTER. 
RUDOLF VIERTHALER. 


1) Durchgeführt mit Unterstützung der Deutschen For- 
sch i haft 

2) J. W. Cook, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 38 (1936). 

3) H. WIELAND u. E. Dane, Hoppe-Seylers Z. 219, 240 
(1933). 

4) Für die freundliche Überlassung des Deyhdronor- 
cholens danken wir Herrn Prof. A. BuTENANDT, Dahlem, 
und Herrn Dr. INHOFFEN von der Schering-AG., Berlin. 

5) J. W. Cook, E. L. Kennaway u. N. M. KENNAwWAY, 
Nature (Lond.) 145, 627 (1940). 

6) V. GuIRON, 3. internat. Krebskongreß Atlantic City 
1939. 
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Soeben 


Grundlagen der Metallkunde 


in anschaulicher Darstellung 
Von 


Georg Masing 
’ o. Professor der allgemeinen Metallkunde an der Universität Göttingen 


Mit 121 Abbildungen. V, 127 Seiten. 1940. RM 8.70; gebunden RM 9.60 


Die Metalltechnik und damit auch die Metallkunde gewinnen immer größere Bedeutung auf allen Gebieten des tech- 
nischen Kulturlebens. Es gibt nur wenige Fachleute, die in ihrer Tätigkeit nicht so oder anders mit metallkundlichen 
Problemen zu tun bekommen. Es ist deshalb außerordentlich erwünscht, daß die weitesten Kreise nicht nur der tech- 
nischen, sondern auch allgemeiner der naturwi haftlichen Welt sich mit den wichtigsten Grundlehren der Metallkunde 
vertraut machen. Das gilt sowohl für die im praktischen Leben stehenden Fachleute, sofern sie noch nicht Gelegenheit 
hatten, sich mit Metallkunde zu befassen, als auch für die Studierenden der verschiedensten naturwissenschaftlichen 
Fachrichtungen der Universitäten, technischen Hochschulen und Technika. “ 

Eine Darstellung, die diesen Zweck erfüllt, muß ansprechend, anschaulich geschrieben und leicht verständlich sein 
und sich grundsätzlich nur auf das Wichtigste beschränken. Ihre Aufgabe ist es, zu erreichen, daß der Leser nicht nur 
Kenntnisse erwirbt, sondern sich in das ihm Gebotene einlebt. 

Das vorliegende Buch verbindet Klarheit und Korrektheit in der Darstellung mit einer geradezu seltenen Anschaulich- 
keit, die das Lesen auch der abstrakten Teile zum Genusse macht und das Verständnis ungemein erleichtert. Der Ver- 
fasser kennt aus eigener Anschauung sowohl die Bedürfnisse des Technikers als auch des jungen Studenten, und er verfügt 
über beherrschende pädagogische Fähigkeiten, so daß alle Voraussetzungen für die Abfassung eines solchen Lehrbuches 
erfüllt sind. 


Inhaltsübersicht: 

Überblick über das Gebiet der Metallkunde. — Aufbaulehre der Legierungen. Systeme ohne Mischkristall- und Ver 
bindungsbildung. — Aufbaulehre der Legierungen. Verbindungsbildung. — Aufbaulehre der Legierungen. Mischkristall- 
bildung. Beschränkte Mischbarkeit in der Schmelze. — Vorgänge im festen Zustande. Aufbau der Eisen-Kohlenstoff-, 
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